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 Kurzfassung / Abstract Die dargelegte Arbeit beschäftigt sich mit der gezielten Einstellung der Wech-selwirkung von Licht mit metallischen Nanopartikeln für die nanoskalige Mani-pulation von Biomolekülen. Neben der Vorstellung einer neuen Methode zur se-lektiven Veränderung der Streueigenschaften des Systems, liegt der Fokus die-ser Arbeit insbesondere auf ihrer Verwendung zur Manipulation von DNA. In diesem Kontext beschäftigt sich die Arbeit zunächst mit der Optimierung der Wechselwirkung zwischen Laserpulsen und Nanopartikeln für eine effiziente Manipulation ihrer lokalen Umgebung. Die Anwendung der optimierten Laserin-tensität auf DNA zeigt erstmals einen Anregungstransfer entlang der Biomole-küle, welcher Distanzen von über 4 µm erreicht und in dieser Arbeit über die se-lektive Zerstörung eines Polymers entdeckt wurde. Mit Hilfe von Fluoreszenz-experimenten wurde dieser Effekt genauer untersucht und konnte über das Fluoreszenzbleichen entlang der DNA sowie eines Akzeptor-Nanopartikels be-stätigt werden. Diese Kombination aus plasmonischen Nanostrukturen mit Bi-omolekülen könnte neue Wege in der Entwicklung molekular-basierter Techno-logien eröffnen. 
Schlüsselwörter:  Nanopartikel, Interferenz, PMMA, Polarisation,  fs- Laserpuls, DNA, Energietransfer The present work deals with a selective modulation of light-nanoparticle-interactions for the nanoscale manipulation of biomolecules. Apart from the demonstration of a novel method for the selective tuning of the scattering prop-erties of the system, this work focuses on the application of nanoparticles for the manipulation of DNA. In this context, the work deals initially with the opti-mization of the interaction between laser pulses and nanoparticles for an effi-cient manipulation of their local surrounding. The application of the optimized laser intensity to DNA showed for the first time an excitation transfer within these molecules, achieving distances of about 4 µm. The excitation transfer was discovered in this work by the selective destruction of a polymer. This effect was studied more precisely by means of fluorescence experiments and could be confirmed by bleaching along the DNA as well as of an acceptor-nanoparticle. This combination of plasmonic nano-structures with biomolecules could offer new possibilities in the development of molecular-based technologies.  
Keywords:  nanoparticle, interference, PMMA, fs laser pulse, polarization,  DNA, energy transfer
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 1 Motivation  
Die Entwicklung hochauflösender Detektionsmethoden, wie der Fluoreszenz- und Rastertunnelmikroskopie, ermöglicht die Visualisierung sowohl von nanos-kaligen technischen Strukturen, als auch von molekularen Funktionseinheiten. Seitdem werden auch neue Ansätze zur Manipulation im Mikro- und Nanome-terbereich entwickelt. Insbesondere für biologische Strukturen stellt die geziel-te Manipulation im Mikro- und Nanometerbereich eine große Herausforderung dar. Die Idee, einen fokussierten Lichtstrahl für die gezielte Zerstörung biologi-scher Proben zu nutzen, reicht bereits 100 Jahre zurück. Im Jahr 1912 entwi-ckelte der Mikrobiologe Sergeï Tschachotin einen einfachen Aufbau zur Fokus-sierung von ultraviolettem Licht, welches die selektive Zerstörung bestimmter Zelleinheiten im Mikrometerbereich ermöglichte1. Mit der Erfindung des Lasers wurde 50 Jahre später das Laser-Skalpell von Marcel Bessis entwickelt und erstmals die Abtragung zellulärer Organellen im Submikrometerbereich de-monstriert2. Seitdem werden intensive Laserstrahlen sowohl zur Entfernung bestimmter biologischer Strukturelemente, als auch für die Herstellung opti-scher, mechanischer und elektronischer Komponenten für technische Systeme angewandt3-5. Jedoch sind für die Manipulation auf molekularer Ebene weitaus präzisere Verfahren notwendig, die eine bessere Lokalisierung ermöglichen. Dies ist einer der Problemstellungen der Nanobiophotonik, welche die Ideen, Werkzeuge und Materialien der Nanotechnologie mit denen der Biologie kom-biniert. Für eine lokalisierte Manipulation im Nanometerbereich bedient sie sich metallischer Nanostrukturen, die sich im Größenbereich von biologischen Mak-romolekülen befinden. Dank ihrer resonant überhöhten Lichtabsorption erlau-ben sie die Konzentration der Energie auf Größenbereiche unterhalb der opti-schen Auflösungsgrenze. Dieser Nanoantennen-Effekt konnte bereits zur geziel-ten Manipulation verschiedener biologischer Strukturen eingesetzt werden, welche Zellen6,7, Chromosomen8 und Proteine9 einschließt. Eine Anwendung dieser Methode auf molekularer Ebene wurde bisher noch nicht demonstriert. Aus diesem Grund beschäftigt sich diese Arbeit mit der experimentellen Unter-suchung zur Manipulation von DNA-Molekülen. Im Rahmen dieser Untersu-chungen wird ein neuer Ansatz vorgestellt, welcher es ermöglicht, DNA auf Ein-zelmolekülebene mit Hilfe von metallischen Nanopartikeln und Laserstrahlung 
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zu manipulieren. Das Ziel war es, über die Laserbelichtung der metallischen Na-nopartikel gezielt Energie auf DNA-Moleküle zu übertragen und die dabei auf-tretenden Effekte zu charakterisieren. Hierbei konzentrieren sich die For-schungsarbeiten auf drei Bereiche (Schema 1).  
 
Schema 1. Aufgabenbereiche der durchgeführten Forschungsarbeiten.   Im ersten Teil wird zunächst eine neue Methode vorgestellt, mit der die Streuei-genschaften von Metall-Nanopartikeln gezielt eingestellt werden können. In diesem Rahmen konzentrieren sich die Untersuchungen auf die spektrale Cha-rakterisierung und mikroskopischen Abbildung von Nanopartikeln und dessen Verifizierung mit theoretischen Berechnungen.  Der zweite Teil beschäftigt sich mit der intensitätsabhängigen Laserbelichtung von metallischen Nanopartikeln, mit dem Ziel, eine optimale Wechselwirkung mit der Umgebung zu gewährleisten. Hierbei wird die hohe Lichtabsorption der Nanopartikel genutzt, um mittels Laserbestrahlung eine Elektronenemission aus der Partikeloberfläche herbeizuführen, welche über die lokale Zerstörung einer elektronensensitiven Polymer-Schicht unterhalb der Partikel detektiert wurde. Die dabei ermittelten Intensitäten wurden im dritten und wichtigsten Teil der Arbeit eingesetzt, um die Auswirkungen auf benachbarte DNA-Moleküle zu untersuchen. In diesem Zusammenhang wird erstmalig gezeigt, dass die plasmonisch unterstützte Elektronenemission nicht nur zu einer nanolokalen Zerstörung der DNA, sondern auch zu einem mikrometerweiten Anregungs-transfer entlang der Moleküle führt.  The development of high spatial resolution detection techniques, such as fluo-rescence- and scanning probe microscopy, allows the visualization of miniatur-ized technical structures as well as molecular functional units. Since then, new approaches for the manipulation in the micro- and nanometer range has been developed. Especially for biological molecules the selective manipulation within this dimension represents a challenge. The idea to use a focused laser beam for 
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the selective destruction of biological samples goes back for 100 years. In 1912 the microbiologist Sergeï Tschachotin developed a simple setup for the focusing of UV-radiation, which enabled the selective destruction of certain cell units in the micrometre range1. In connection with the development of the laser the first laser scalpel was developed 50 years later by Marcel Bessis and the first ablation of cellular organelles in the sub-micrometre range was demonstrated2. Since then, intensive laser radiation is used for the ablation of selective biological structural units as well as for manufacturing of optical, mechanical and electron-ic components for technical systems3-5. However, for the manipulation on the molecular level much more precise techniques enabling a better localization are required. This is one of the problems in the field of nanobiophotonic, which combines the ideas, tools and materials of nanotechnology with that of biology. For the localized manipulation in the nanometer range it uses metal nanostruc-tures with dimensions similar to biological macromolecules. Due to their reso-nant enhanced light absorption, they allow to concentrate the energy in a size range below the optical diffraction limit. This nanoantenna effect could already be demonstrated for the selective manipulation of biological structures, which include cells6,7, chromosomes8 and proteins9. An application of this method on the single molecular scale has not previously been demonstrated. For this rea-son, this work deals with the experimental investigation for the manipulation of DNA molecules. In this context a new approach is being presented, which allows to manipulate DNA on the single molecule level by using metal nanoparticles and laser light. The aim is to transfer energy selectively from the laser excited nanoparticle to DNA molecules and to characterize the occurring effects. In this connection the work focuses on three areas (Scheme 1). 
 
Scheme 1. Scope of the performed research.   In the first part a new method is presented, which allows the selective tuning of the scattering properties of metal nanoparticles. In this context, the research fo-cuses on the spectral characterization of nanoparticles and their verification by theoretical calculations.    
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The second part deals with the intensity dependent laser irradiation of metal nanoparticles with the aim to ensure an optimal interaction with the surround-ing. Here, the high light absorption of the nanoparticles is used to cause the emission of electrons out of the particle surface upon the laser irradiation, which was detected by the local destruction of an underlying electron sensitive polymer layer. The intensities thus obtained were used in the last and most im-portant part to investigate the effects on neighboured DNA molecules. In this regard, the work presents for the first time that the plasmonic supported emis-sion of electrons causes not only a nano local destruction of the DNA, but can al-so lead a micrometre wide excitation transfer along the molecules.   
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Im ersten Teil dieses Kapitels werden kurz die optischen Eigenschaften metalli-scher Nanopartikel beschrieben. In diesem Zusammenhang werden einige be-stehende Methoden vorgestellt, die optischen Eigenschaften gezielt zu beein-flussen. Der zweite Teil gibt einen Überblick über die wichtigsten Wechselwir-kungsmechanismen zwischen metallischen Nanopartikeln und Laserpulsen und erläutert die sich daraus ergebenden Anwendungsmöglichkeiten zur Manipula-tion biologischer Strukturen.   2.1 Optische Eigenschaften metallischer Nanopartikel Die ausgeprägten optischen Eigenschaften metallischer Nanostrukturen werden durch die resonante Oszillation ihrer Leitungselektronen während der Wech-selwirkung mit elektromagnetischer Strahlung verursacht. Sie tritt in einem be-stimmten Frequenzbereich der elektromagnetischen Strahlung auf und wird als lokalisierte Oberflächenplasmonenresonanz (LSPR) bezeichnet. Die Wechsel-wirkung zwischen sphärischen Nanopartikeln und elektromagnetischer Strah-lung wurde erstmals im Jahr 1908 von Gustav Mie unter Verwendung der Max-
well-Gleichungen analytisch beschrieben10. Die daraus ermittelten relevanten Größen ihrer optischen Eigenschaften sind der Streu- (𝐶𝑠𝑐𝑎) und Absorptions-querschnitt (𝐶𝑎𝑏𝑠):   𝐶𝑠𝑐𝑎 =  𝑘46𝜋 ∙ (3𝑉)2 ∙ (𝜀1(𝜔)−𝜀𝑚)2+𝜀2(𝜔)2(𝜀1(𝜔)+2𝜀𝑚)2+𝜀2(𝜔)2 (1) 
  𝐶𝑎𝑏𝑠 =  3𝑘𝑉 ∙ 3𝜀2(𝜔)∙𝜀𝑚(𝜀1(𝜔)+2𝜀𝑚)2+𝜀2(𝜔)2 (2) Hierbei bezeichnet 𝑘 die Wellenzahl der einfallenden Welle, 𝑉 das Partikelvo-lumen, 𝜀𝑚 die dielektrische Konstante der Partikelumgebung und 𝜀(𝜔) =
𝜀1(𝜔) + 𝑖𝜀2(𝜔) die komplexe frequenzabhängige dielektrische Funktion des Partikelmetalls. Im sichtbaren Bereich der elektromagnetischen Strahlung ist die dielektrische Funktion von Metallen negativ. Im Resonanzfall wird der Nen-
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ner in Gleichung (1) und (2) minimal, welches in einer stark erhöhten Lich-tabsorption und -streuung resultiert. Im Fall von Silber- und Goldnanopartikeln befinden sich diese hauptsächlich im sichtbaren Wellenlängenbereich, weshalb sie einfach mit Halogen- und Laserlichtquellen angeregt werden können. Die spektrale Lage dieser lokalisierten Oberflächenplasmonenresonanz wird so-wohl vom Brechungsindex des umgebenden Mediums, als auch von den intrinsi-schen Eigenschaften der Nanopartikel, wie Material, Form und Größe beein-flusst.  Die Brechungsindexänderung in der Partikelumgebung kann beispielsweise durch die Anbindung von Biomolekülen hervorgerufen werden. Dadurch ist es möglich, diese Moleküle über die spektrale Verschiebung der Plasmonenreso-nanz zu detektieren. Aus diesem Grund werden Nanopartikel intensiv für den Einsatz als chemische11-14 und biologische Sensoren15-19 erforscht und für die Detektion von Proteinen20, Antikörpern21,22 und DNA-Molekülen23,24 eingesetzt. Die Selektivität wird hierbei durch die Funktionalisierung der Nanoparti-keloberfläche mit einem Erkennungselement erreicht, welches spezifisch an das zu detektierende Molekül binden kann. Beispielsweise konnten somit Streptavi-din-Molekülen mit einer Konzentration von 1 pM durch ihre Anbindung an ein-zelnen mit Biotin-Molekülen funktionalisierten Nanopartikeln erfolgreich über eine spektrale Verschiebung von 4 nm detektiert werden25, sowie auch medizi-nisch relevante Proteine nachgewiesen werden26.  Eine andere Möglichkeit ist die Verwendung von planaren Metallschichten in der Nähe des Nanopartikels. Zusätzlich zur vorher erwähnten Brechungsin-dexänderung kann die Plasmonenresonanz bzw. das Streuverhalten durch die Veränderung des Abstandes zwischen Nanopartikel und Metallschicht beein-flusst werden. Je nach Größe dieses Abstandes können verschiedene Wechsel-wirkungsmechanismen zwischen Partikel und Metallschicht auftreten. Befindet sich die Metallschicht in einem geringen Abstand (< 50 nm) zum Nanopartikel, findet eine Kopplung zwischen der Plasmonenresonanz des Partikels und den Oberflächenplasmonen der Metallschicht statt, die mit zunehmenden Abstand zu einer Verschiebung der Plasmonenresonanz zu kleineren Wellenlängen führt27-29. Bei einem größeren Abstand hingegen (> 50 nm) kommt es im Zwi-schenraum des Partikel und der Metallschicht zur Interferenz des gestreuten und reflektierten Lichts der Partikel. Dadurch wird lediglich das Streuverhalten der Partikel beeinflusst, welche gegenüber Änderungen der Interferenzweglän-
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ge (Abstand zwischen Nanopartikeln und Goldschicht) sensitiv ist30. Eine erste sensorische Applikation konnte in Form eines pH-Sensors demonstriert wer-den. Über das An- und Abschwellen eines pH-sensitiven Polymers wurde der Abstand zwischen einer Goldschicht und einem Goldnanopartikel-Array verän-dert, welcher über die spektrale Charakterisierung des gesamten Partikelarrays detektiert werden konnte31.            Im ersten Teil dieser Arbeit (Kapitel 3.1) erfolgten erstmals Untersuchungen zu diesem Effekt auf Basis einzelner Nanopartikel. Die Auswir-kung von unterschiedlichen Interferenzweglängen wurde über die spektrosko-pische Charakterisierung und mikroskopischer Abbildungen einzelner Goldna-nopartikel untersucht sowie mittels theoretischer Berechnungen verifiziert.  Des Weiteren werden die optischen Eigenschaften durch die intrinsischen Ei-genschaften des Partikels bestimmt. Somit kann beispielsweise während der Partikelsynthese ihre Größe und Form so eingestellt werden, dass sie die Ener-gie eines bestimmten Wellenlängenbereiches absorbieren und somit als Nano-antennen agieren. Durch die Konjugation der Nanopartikel an biologische Struk-turen und anschließender Laserbestrahlung mit entsprechender Wellenlänge ist somit eine gezielte Manipulation dieser molekularen Strukturen möglich. Die Manipulation wird von den stattfindenden Prozessen an der Grenzfläche des Partikels zur Zielstruktur bestimmt. Die Art der Manipulation hängt von der Pulsdauer und Intensität der Laserstrahlung ab. Diese Prozesse werden im an-schließenden Abschnitt kurz erläutert.  2.2 Wechselwirkung metallischer Nanopartikel mit Laser-pulsen Während der Laserbestrahlung wird die vom Partikel absorbierte Laserenergie zunächst über folgende Energie-Relaxationsprozesse an die Umgebung weiter-geleitet32-34. Im ersten Schritt wird die Energie der Laserstrahlung von den Elektronen des Partikels absorbiert, welches zu einer Anregung dieser Elektro-nen auf ein höheres Energieniveau führt. Diese Energie wird anschließend auf mehrere Elektronen verteilt (Elektronen-Elektronen-Kopplung), sodass sich nach einer Zeitdauer von ca. 0,1 ps ein thermisches Gleichgewicht der Elektro-nen einstellt. Anschließend wird die Energie von den Elektronen in einem Zeit-
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intervall von ca. 5 ps an das Atomgitter übertragen (Elektron-Phonon- Kopp-lung) und von dort aus schließlich über Gitterschwingungen (Phonon-Phonon-Kopplung) innerhalb von mehreren 100 ps an die Partikelumgebung weiterge-leitet. Diese ist von der Wärmeleitfähigkeit der Umgebung abhängig. Innerhalb dieser charakteristischen Zeitenwird die absorbierte Energie eines Laserpulses an die Umgebung weitergeleitet. An der Grenzschicht können anschließend je nach eingesetzter Pulsdauer und der daraus resultierenden Intensität bei ver-gleichbarer Leistung unterschiedliche Prozesse stattfinden. Diese werden im Folgenden am Beispiel von langen Nanosekunden (ns)- und kurzen Femtose-kunden (fs)-Laserpulsen beschrieben (Abb. 2.1). 
 
Abb. 2.1. Relaxationsmechanismus von Elektronen in Metall-Nanopartikeln nach ihrer plasmonischen Anregung und die möglichen Prozesse ihres Energie-transfers in die Partikelumgebung mit Anwendungsbeispielen.   Während der Belichtung mit langen ns-Laserpulsen werden die Elektronen im Nanopartikel in einem Zeitraum von Pikosekunden nur schwach angeregt. Sie geben ihre Energie bereits während eines Laserpulses an die Gitteratome des Partikels ab. Über einen Zeitraum von mehreren hundert Pikosekunden erwär-
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men sich die Nanopartikel sehr stark, bevor eine Wärmeleitung in die Umge-bung einsetzt (Phonon-Phonon-Kopplung). Durch diese stark erwärmten Nano-partikel kommt es ebenfalls zu einer Temperaturerhöhung in der biologischen Umgebung (photothermischer Effekt), welche unterschiedliche Auswirkungen hervorrufen kann35-40. Eine der am häufigsten untersuchten Effekte stellt die Zerstörung einzelner Zellen (in vitro) durch die Bildung von Kavitationsblasen dar. Hierfür wurden Nanopartikel spezifisch an die Oberfläche der Zellmembran gebunden und mit ns-Laserpulsen belichtet. Dabei wird das Wasser nahe der Partikeloberfläche durch Überschreitung der Siedetemperatur verdampft, was zur Bildung von Dampfblasen führt, die zunächst schnell expandieren und an-schließend schlagartig kollabieren. Dadurch entstehen Druckwellen, die die Zellmembran zerstören und zur Zelllyse führen41-48. Die Bildung der Kavitati-onsblasen kann durch die Reduktion der Laserintensität so kontrolliert werden, sodass die Zellmembran nur leicht geschädigt und dadurch dessen Permeabili-tät erhöht wird. Somit kann die Aufnahme bestimmter Stoffe in die Zelle be-günstigt werden, welche beispielsweise zur Stilllegung ausgewählter Gene ein-gesetzt werden können49-53.  Durch eine Belichtung des Partikels mit kurzen fs-Laserpulsen erhöht sich nur die kinetische Energie der Elektronen. Bevor die Elektronen-Phononen- Kopp-lung einsetzt, ist der fs-Laserpuls bereits vorbei. Demzufolge kann nur die in der kurzen Zeit deponierte Energie in die Elektronen an das Atomgitter des Nano-partikels weitergegeben werden. Dieser Energiebetrag ist sehr gering, weshalb der Nanopartikel kaum erwärmt wird. Somit wird auch die biologische Umge-bung über die Wärmeleitungsprozesse unwesentlich erwärmt. Die starke Anre-gung der Elektronen führt zu nichtlinearen Prozessen, wie beispielsweise zur Frequenzverdopplung54 und Vierwellenmischung55,56, aber auch zum Elektro-nenaustritt aus der Partikeloberfläche, auf die hier näher eingegangen werden soll (rote Markierung in Abb. 2.1). In diesem Fall muss die Austrittsarbeit der Elektronen überwunden werden. Diese Größe ist materialabhängig und beträgt für Gold (Au) 4,8 bis 5,01 eV und für Silber (Ag) 4,1 bis 4,6 eV. Um diese Aus-trittsenergie zu erreichen, ist während der fs-Laserbestrahlung die gleichzeitige Absorption mehrerer Photonen erforderlich. Infolgedessen sind hohe Photo-nendichten nötig, die durch eine erhöhte Laserfluenz der Laserpulse gewähr-leistet werden. Die Laserfluenz (𝐹) beschreibt hierbei die Energiedichte eines Laserpulses und wird durch folgende Gleichung beschrieben:  
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 𝐹 = 𝑃
𝐴∙𝑓
 (3) 
Hierbei ist 𝑃 die mittlere Leistung, 𝐴 die Fläche des Laserfokus und 𝑓 die Repeti-tionsrate der Laserpulse. Da in einem Experiment die Fokusfläche und Repetiti-onsrate oft konstant sind, kann die Laserfluenz über die mittlere Pulsleistung eingestellt werden.  In Abhängigkeit der Laserfluenz können bei konstanten Pulslängen (tp) von ~ 100 fs die Auswirkungen auf die Partikelumgebung entweder stark auf den Bereich des Nanopartikels lokalisiert sein oder als Folge einer zu hohen Laser-fluenz zu unspezifischen Zerstörungen führen. An einzelnen metallischen Nano-partikeln können demzufolge mit einer optimal gewählten Laserfluenz lokale Zerstörungen in einer unter den Partikeln befindlichen Oberfläche erzielt wer-den57-61. Eine zu hohe Laserfluenz hingegen führt zur Ionisation und Fragmen-tierung der Partikel (Coulomb-Explosion), welche unspezifische Zerstörungen in der Oberfläche auslösen62-66. Für eine effiziente Wechselwirkung mit der bio-molekularen Umgebung ist deshalb die Einstellung der Laserfluenz notwendig.   Aus diesem Grund beschäftigt sich der zweite Teil dieser Arbeit (Kapitel 3.2) mit der Optimierung der Laserfluenz für die fs-Laserbelichtung von metallischen Nanostrukturen, mit dem Ziel, einen geeigneten Laserfluenzbe-reich für die anschließende Manipulation von DNA-Molekülen zu ermitteln. Die Detektion einer geeigneten Laserfluenz erfolgte über die lokale Zerstörung ei-ner elektronensensitiven Polymerschicht unterhalb der belichteten Nanostruk-turen.  Im Bereich der biomolekularen Manipulation ist es möglich, durch die fs-Laserbelichtung von metallischen Nanostrukturen DNA-Moleküle gezielt in die Richtung dieser Nanostrukturen zu bewegen, sie an diese zu fixieren und auch wieder freizusetzen67,68. Des Weiteren konnten an Chromosomen selektive Zer-störungen mit Dimensionen im Nanometerbereich erzielt werden8. In diesem Fall wurden einzelne Goldnanopartikel selektiv an das Centromer des Chromo-soms gebunden. Durch eine anschließende Silberverstärkung der Partikel wur-de dessen Plasmonenbande gezielt zu geringeren Wellenlängen von 400 nm verschoben. Dadurch gelang es die Partikel mit Wellenlängen von 800 nm über Zweiphotonen-Absorption plasmonisch anzuregen und so den Elektronenaus-tritt aus den Nanopartikeln plasmonisch zu unterstützen. Da sich die Laserwel-lenlänge im therapeutischen Fenster von biologischem Gewebe befindet, konnte 
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somit eine unspezifische Zerstörung des Chromosoms verhindert werden. Im Gegensatz zu einer rein laserinduzierten Zerstörung von Chromosomen69, konn-te diese durch den Einsatz metallischer Nanopartikel räumlich stark begrenzt werden.            Um diese Methode der Nanopartikel-vermittelten Zerstörung auf molekularer Ebene anzuwenden, wurden im dritten Teil dieser Arbeit (Kapitel 3.3) die Un-tersuchungen auf DNA-Moleküle übertragen. Für eine effiziente Wechselwir-kung zwischen den belichteten Partikeln und der angelagerten DNA-Moleküle wurden die vorher optimierten Laserfluenzen eingesetzt. 
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In diesem Kapitel werden die Forschungsergebnisse vorgestellt, die im Rahmen dieser Arbeit entstanden sind. Der erste Teil untersucht zunächst das Streuver-halten einzelner Nanopartikel über einer spiegelnden Metallschicht und stellt eine Methode vor, diese gezielt einzustellen. Der zweite und dritte Teil beschäf-tigt sich mit der intensitätsabhängigen fs-Laserbelichtung metallischer Nano-strukturen und beschreibt deren Auswirkungen auf DNA-Moleküle. Der dabei ausgelöste DNA-Energietransfer wurde über die lokale Zerstörung der DNA und eines Polymers detektiert, sowie mittels Fluoreszenzexperimenten genauer un-tersucht.  3.1 Einstellung der optischen Eigenschaften einzelner  Metall-Nanopartikel [JW1]  In der Arbeit [JW1] wird erstmalig gezeigt, wie das Streuverhalten von einzel-nen Goldnanopartikeln (AuNP) in einem Abstand von 100 bis 200 nm von der Partikeloberfläche beeinflusst werden kann. Hierfür dient eine interferometri-sche Anordnung, bestehend aus einem einzelnen Goldnanopartikel (ø = 80 nm) und einer 100 bis 200 nm entfernten Goldschicht. Der Abstand zwischen AuNP und Goldschicht und somit die optische Weglänge der Interferenz wird durch die Schichtdicke (Δd) einer transparenten Polymerschicht (Polymethylmethac-rylat, Abk. PMMA) bestimmt. Hierbei wird in Abhängigkeit der optischen Weg-länge des elektromagnetischen Feldes des vom AuNP gestreuten Lichtes in sei-ner Richtung wellenlängenabhängig verändert. Diese veränderte Feldrichtung hat einen starken Einfluss auf das optische Verhalten des AuNPs und resultiert sowohl in einer spektralen Verschiebung als auch in einem veränderten Streu-charakter. Der mikroskopische Aufbau zur Aufnahme der Partikelstreuspektren ist in Abb. 3.1 (links) dargestellt. Zunächst wird das polychromatische Licht einer Ha-logen-Lichtquelle in einer Durchlicht-Dunkelfeld-Anordnung über ein Objek-tiv (100x) auf ein einzelnes AuNP fokussiert. Das vom AuNP gestreute Licht 
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wird über das gleiche Objektiv gesammelt, durch eine eingebaute Lochblende (ø= 75 µm) in der Zwischenbildebene des Objektivs vom störenden Licht in der Partikelumgebung separiert und über eine Multimode-Faser zum Spektrometer geleitet.  
 
Abb. 3.1. (Links) Schematische Darstellung zur Aufnahme der Streuspektren einzelner AuNPs.  (a) Gemessene Streuspektren einzelner AuNPs in Abhängigkeit vom Abstand (Δd) zur Gold-schicht. Mit geringerem Δd verschiebt sich das Streuspektrum zu größeren Wellenlängen. Bei 
Δd= 150 nm ist das Streuverhalten der einzelnen AuNPs ringförmig (inset, rechts). (b) Vergleich der Streuspektren, Dunkelfeld- und AFM-Aufnahmen von einzelnen AuNPs (grün) und AuNP-Dimeren (rot) bei Δd= 150 nm. Das Streulicht des AuNP-Dimers zeigt die genannte grüne ring-förmige Streuung mit einem roten Zentrum.  Die Streuspektren werden auch von der Partikelgröße beeinflusst. Der Durch-messer der verwendeten AuNPs variiert um ±7 nm. Für die Auswahl gleich gro-ßer AuNPs wurden vor der spektralen Charakterisierung die Durchmesser mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM) bestimmt. Hierfür erfolgten zusätzliche Auf-nahmen mit einer CCD-Farbkamera über Objektive geringerer Vergrößerung 
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(50x, 20x, 10x, 5x), welche das Auffinden der ausgewählten AuNPs während der AFM-Messung erleichtern.  Unter Berücksichtigung dieser Randbedingungen wurden zunächst einzelne AuNPs in Abhängigkeit von der PMMA-Schichtdicke (Δd= 100, 150, 200 nm) spektral charakterisiert. Im Vergleich zum ursprünglichen Streuspektrum eines AuNPs, welches die typische Plasmonenresonanz bei λ= 550 nm zeigt (gestri-chelte Linie in Abb. 3.1a), konnte die Streuung einzelner AuNPs je nach PMMA-Schichtdicke spektral bis zu 40 nm verschoben werden. Befindet sich der AuNP stattdessen in einem Abstand von Δd= 150 nm zur Goldschicht, ändert sich die spektrale Lage zwar kaum im Vergleich zur typischen Plasmonenresonanz, je-doch aber der Streucharakter, die unter dem Dunkelfeldmikroskop als eine ring-förmige Streuung wahrgenommen werden kann (Abb. 3.1a). Durch die Einstel-lung der optischen Weglänge zwischen einzelnen AuNPs und Goldschicht ist es somit möglich, das Streuverhalten der Partikel sowohl spektral, als auch in Rich-tung zu beeinflussen. Um diesen Interferenzcharakter des Streulichtes auch für eine andere Partikel-form zu testen wurden Desweiteren Paare bestehend aus zwei gleichgroßen AuNPs (AuNP-Dimere) untersucht. Hierfür wurden mittels AFM-Messungen AuNP-Dimere auf unterschiedlichen PMMA-Schichtdicken ausgewählt und ebenfalls spektroskopisch vermessen. Als Folge der Aufhebung der Formisotro-pie entsteht im Vergleich zum einzelnen AuNP neben der typischen Plasmonen-bande bei λ= 550 nm eine weitere Resonanz im längerwelligen Bereich bei 
λ= 720 nm, welche auf die longitudinale Plasmonenmode zurückzuführen ist. Im Allgemeinen wird unter dem Dunkelfeldmikroskop mit einer unpolarisierten Lichtquelle das Streulicht von Partikelagglomeraten als gaußförmige Punkt-spreizfunktion emittiert, weshalb die beiden wesentlichen spektralen Streuan-teile eines AuNP-Dimers ohne den Einsatz eines Spektrometers nicht wahrge-nommen werden können. Mit dem interferometrischen Aufbau können jedoch beide Streuanteile der AuNP-Dimere beobachtet werden, ohne ein Spektrum aufnehmen zu müssen. Bei einer PMMA-Schichtdicke von 150 nm ist neben der grünen ringförmigen Streuung, wie sie auch beim einzelnen AuNP zu beobach-ten ist, ebenfalls der rote Streuanteil im Zentrum des Rings zu sehen (Abb. 3.1b).  Für ein besseres Verständnis dieser Messergebnisse wurden weiterhin theoreti-sche Berechnungen durchgeführt und mit den Experimenten korreliert. Die Be-
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rechnungen erfolgten auf Basis der Maxwell-Gleichungen zur Ermittlung des Streuverhaltens für sphärische Nanopartikel. Unter Berücksichtigung der PMMA-Schichtdicke und der Wellenlänge des einfallenden Lichtes konnte eine sehr gute Übereinstimmung mit den Messergebnissen erzielt, sowie die Ursa-chen für das spektrale Verhalten aufgeklärt werden. Damit könnten in Zukunft auch Einzelpartikel als sensorische Elemente dienen, bei der die optische Detek-tion über die Veränderung des Partikel-Streuverhaltens stattfindet.  3.2  Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen  fs- Laserpulsen und Metall-Nanopartikeln und ihre  Auswirkungen auf die lokale Umgebung Die hohe Lichtabsorption eines Nanopartikels ermöglicht es, während seiner Belichtung mit fs-Laserpulsen Energie gezielt und hochlokal in die Elektronen des Nanopartikels zu deponieren. Eine entsprechende Intensität der Laserpulse führt zum Elektronenaustritt und anschließender Manipulation der lokalen Um-gebung. Für eine effiziente Manipulation ist es erforderlich, eine frühzeitige Zer-störung der Partikel zu vermeiden, die durch Coulomb-Explosion bei zu hohen Intensitäten ausgelöst werden können. Aus diesem Grund beschäftigt sich die-ser Teil der Arbeit mit der intensitätsabhängigen Laserbelichtung von metalli-schen Nanopartikeln, um die Auswirkungen auf die Umgebung des belichteten Nanopartikels zu untersuchen und einen geeigneten Laserfluenzbereich für die DNA- Manipulation zu ermitteln. Die Detektion erfolgte über die lokale Zerstö-rung einer elektronensensitiven Polymerschicht unterhalb der belichteten Par-tikel. Mit den hier vorgestellten Ergebnisse aus den Publikationen [JW1, JW3, JW5] wird eine neue Methode demonstriert, mit der die Wechselwirkungen in-tensiver fs-Laserpulse mit Nanostrukturen untersucht werden können und über die lokale Zerstörung einer elektronensensitiven Polymerschicht (PMMA) im Bereich der belichteten Nanostruktur charakterisiert wird.  Für alle eingesetzten Lasersysteme betrug die Repetitionsrate 76 MHz. Der Fo-kusdurchmesser wurde für jede verwendete Laserwellenlänge experimentell bestimmt und betrug zwischen 5 und 7 µm2. Die Laserfluenz wurde über die mittlere Pulsleistung eingestellt. Während der fs-Laserbelichtung der Nanopar-tikel wurde der Laserstrahl mäanderförmig über die Probe gescannt. Um si-
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cherzustellen, dass jeder Bereich auf der Probe mit der gleichen Dosis belichtet wird, wurde eine Schrittweite von 1 µm gewählt. Auf jeder Probe wurden somit mehrere Flächen von 400 bis 1600 µm2 mit bis zu mehreren hundert Partikeln belichtet. Eine optimale Laserfluenz ist dann erreicht, wenn die einzelnen Parti-kel in die PMMA-Schicht einsinken ohne dass diese dabei abladieren oder frag-mentieren. Auf diese Weise konnten optimale Laserfluenzen sowohl für einzel-ne Goldnanopartikel (AuNP) bei einer Wellenlänge von 520 nm als auch für ein-zelne Silbernanopartikel (AgNP) und Goldnanopartikeldimere (AuNP-Dimer) bei einer Wellenlänge von 800 nm über die lokale Zerstörung der PMMA-Schicht bestimmt werden (Abb. 3.2). 
 
Abb.3.2. Schematische Übersicht zur lokalen Zerstörung der PMMA-Oberfläche durch die Belichtung von Silber- und Goldnanopartikeln mit fs-Laserpulsen mit 
einer Wellenlänge (λ) von 530 bzw. 800 nm und einer Pulsdauer (tp) von je 100 fs.   3.2.1 fs-Laserbelichtung einzelner Gold-Nanopartikel [JW5] Im Vergleich zu ähnlichen Arbeiten mit AuNPs wurden in der Publikation [JW5] zunächst Kontrollversuche zur unspezifischen Zerstörung des PMMAs durchge-führt. Es konnte bei einer Laserwellenlänge von 520 nm eine Laserfluenz von 1,5 mJ/cm2 ermittelt werden, bei der das PMMA ohne die Verwendung von AuNPs zerstört wird. Von diesem Wert ausgehend erfolgte die Belichtung der einzelnen AuNPs mit geringeren Laserfluenzen. Da sich die verwendete Laser-wellenlänge im Bereich der Plasmonenresonanz der AuNPs befindet, wird eine plasmonisch unterstützte Zweiphotonen-Anregung der Elektronen verursacht, sodass bereits bei geringen Laserfluenzen von ca. 0,3 bis 0,4 mJ/cm2 lokale Zer-
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störungen im PMMA auftreten (Abb. 3.3a). Diese Zerstörungen sind auf der PMMA-Oberfläche stark lokalisiert und beschränken sich lediglich auf den Be-reich der belichteten AuNPs (Abb. 3.3b). Des Weiteren erfolgte zusätzlich die spektrale Charakterisierung einiger AuNPs vor und nach ihrer Belichtung mit der ermittelten Laserfluenz, analog zu der in Publikation [JW1] beschrieben Me-thode. Durch lokale Brechungsindexänderungen der eingesunkenen Partikel wurde eine spektrale Resonanzverschiebung von ca. 40 nm zu größeren Wellen-längen ermittelt.  
 
Abb. 3.3. fs-Laserbelichtung von einzelnen AuNPs bei einer Wellenlänge von 520 nm. (a) In Ab-hängigkeit von der Laserfluenz bleiben die AuNPs entweder unverändert, führen zur lokalen Zerstörung des PMMAs oder abladieren. (b) Effiziente Wechselwirkung und lokale Zerstörung des PMMAs an der Partikelposition bei 0,4 mJ/cm2.    3.2.2 fs-Laserbelichtung von einzelnen Silber- Nanopartikeln und Goldnanopartikel-Dimeren [JW1, JW2, JW3, JW5] Die Untersuchungen mit verschiedenen Laserfluenzen auf einzelne AgNPs [JW2, JW3] erfolgten im nahen Infrarotbereich mit einer Laserwellenlänge von 800 nm. Im Vergleich zur Belichtung einzelner AuNPs befindet sich diese Wel-lenlänge außerhalb der Plasmonenresonanz der AgNPs. Für eine plasmonische Anregung der AgNPs bei einer Wellenlänge von 400 nm über eine Zweiphoto-nenabsorption sind größere Photonendichten notwendig. Aus diesem Grund werden für eine lokale Zerstörung des PMMAs auch höhere Laserfluenzen von 3 bis 7 mJ/cm2 benötigt (Abb. 3.4a).  Des Weiteren wurde diese ermittelte Laserfluenz auch zur Belichtung anisotro-per Partikelformen bei einer Laserwellenlänge von 800 oder 1030 nm ange-wendet. Am Beispiel von AuNP-Dimeren konnte gezeigt werden, dass die lokale 
   17  
 3 Eigene Forschungsarbeiten 
Zerstörung des PMMAs von der Polarisationsrichtung der Laserstrahlung ab-hängig ist. Während eine parallele Ausrichtung des E-Feldes zur longitudinalen Dimer-Achse eine lokale Zerstörung des PMMAs verursacht, sind bei einer or-thogonalen Ausrichtung keine sichtbaren Auswirkungen, weder auf den Dime-ren noch auf die PMMA-Schicht, erkennbar (Abb. 3.4b). Somit ist es möglich, durch die Einstellung des Polarisationswinkels die PMMA-Schicht in der Umge-bung von bestimmten AuNP-Dimeren auf der Probe selektiv zu manipulieren. Die Selektivität wird hierbei durch die Anregung der longitudinalen Plasmonen-resonanz des AuNP-Dimers gegeben, welche sich im längerwelligen Bereich be-findet und somit durch die verwendete Laserwellenlänge angeregt werden kann. Damit können die lokalen Zerstörungen in der PMMA-Schicht über die Einstellung des Polarisationswinkels selektiv induziert werden [JW1, JW5]. 
 
Abb. 3.4. fs-Laserbelichtung von einzelnen AgNPs und AuNP-Dimeren bei einer Wellenlänge von 800 nm. (a) Leistungsabhängige fs-Laserbelichtung von AgNPs. In Abhängigkeit der Laser-fluenz bleiben die AuNPs entweder unverändert (links), führen zur lokalen Zerstörung (mitte)  oder zur unspezifischen PMMA-Zerstörung durch die Fragmentation der AgNPs (rechts). (b)  Polarisationsabhängige Dunkelfeldaufnahmen und fs-Laserbelichtung von AuNP-Dimeren. Eine parallele Ausrichtung des E-Feldes führt während der fs-Laserbelichtung zum Einsinken der AuNP-Dimere.  Hierbei kann eine thermisch induzierte Zerstörung des PMMAs ausgeschlossen werden. Dafür sind kurzzeitige Temperaturerhöhungen von 300 bis 400°C er-forderlich70,71. Theoretische Berechnungen  haben jedoch gezeigt, dass während der fs-Laserbelichtung an der Partikeloberfläche eine Gleichgewichts-Temperatur bereits nach 60 ns (5 Laserpulsen) eintritt und daher nur eine Temperaturerhöhung von lediglich 3°C verursacht62, weshalb die experimentel-le Ermittlung der optimalen Laserfluenz nicht auf eine thermisch induzierte Zerstörungen des PMMAs zurückzuführen ist. Vielmehr können diese durch Elektronen verursacht werden, die während der fs- Laserbelichtung aus der Par-
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tikeloberfläche austreten72-75. Durch die optimale Einstellung der Laserfluenz konnte eine Zerstörung der Partikel durch eine Coulomb-Explosion verhindert werden. Die Partikel können somit in einem kurzen Zeitbereich (< 1 ps) als „Na-no- Elektronenquellen“ dienen. Zusammenfassend betrachtet konnten für einzelne Gold- und Silber- Nanoparti-kel optimale Laserfluenzbereiche ermittelt werden, die eine effiziente Wechsel-wirkung zwischen ihnen und ihrer Umgebung ermöglichen. Diese Wechselwir-kung beruht auf der Elektronenemission aus der Partikeloberfläche und konnte über die lokale Zerstörung einer elektronensensitiven PMMA-Schicht unterhalb der belichteten Nanostruktur nachgewiesen werden. Des Weiteren war es mög-lich, Goldnanopartikel-Dimere selektiv über die Einstellung des Polarisations-winkels zur lokalen PMMA-Zerstörung zu nutzen. Die dabei gewonnen Erkennt-nisse könnten zukünftig zur Nanostrukturierung von Polymeroberflächen an-gewendet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die optimierten Laser-fluenzen für die Manipulation von DNA-Molekülen genutzt, dessen Auswirkun-gen im anschließenden Kapitel vorgestellt werden.  3.3 Untersuchung der Energietransfer-Effekte in DNA-Molekülen durch die fs-Laserbelichtung von Metall-Nanopartikeln In diesem Teil der Arbeit werden die Auswirkungen der Nanopartikel- vermit-telten Manipulation auf DNA-Moleküle vorgestellt (Abb. 3.5). Neben einer loka-len Zerstörung unterhalb des Nanopartikels [JW2, JW3, JW5], konnte erstmalig ein Anregungstransfer entlang der DNA durch die plasmonische Anregung eines AgNPs über die lokale Zerstörung des Polymers beobachtet werden [JW3]. Eine anschließende detaillierte Untersuchung des Transfers in Publikation [JW4] hat gezeigt, dass diese Anregung zu einem fluoreszenzmarkierten Akzeptor-AgNP transportiert werden kann. Des Weiteren konnte ein Anregungstransfer auch unter Verwendung von stabileren AuNP-Agglomeraten beobachtet werden, welcher jedoch stark von der Richtung des eingestrahlten E-Feldes des Lasers abhängig ist [JW5]. Im Folgenden werden die einzelnen Untersuchungen zu den genannten Ergebnissen vorgestellt. 
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Vor der fs-Laserbelichtung wurden zunächst fluoreszenzmarkierte λ-DNA-Moleküle mit Gold (AuNP)- bzw. Silbernanopartikeln (AgNP) auf PMMA-beschichteten Glas-Chips immobilisiert. Hierfür wurde eine Lösung, bestehend aus λ-DNA-Molekülen und Nanopartikeln auf dem Chip eingetrocknet, was zu gestreckten und mit Nanopartikeln markierten DNA-Molekülen führte76. Die Proben wurden mittels Fluoreszenz-, Dunkelfeld- und Rasterkraftmikroskopie charakterisiert. Die fs-Laserbelichtung erfolgte analog zu der Belichtung der Partikel im Abschnitt 3.2 mit einer Wellenlänge von 520, 800 bzw. 1030 nm und der jeweils ermittelten Laserfluenz. Die Charakterisierung der Auswirkungen auf die DNA-Moleküle bzw. der darunterliegenden PMMA-Schicht erfolgte er-neut durch AFM- Messungen.  
 3.3.1 Lokale Zerstörung von DNA-Molekülen [JW2, JW3, JW5] Die Anwendung der laserinduzierten Nanopartikel-vermittelten Manipulation auf DNA-Moleküle führt zu ihrer lokalen Zerstörung im Bereich des Nanoparti-kels. Die Zerstörung der DNA befindet sich im Größenbereich des Nanopartikels und beschränkt sich lediglich auf DNA-Moleküle, welche sich in unmittelbarer Nähe zum Nanopartikel befinden (Abb. 3.6).  Somit ist diese Methode nicht nur auf die selektive Zerstörung von Zellen und Chromosomen limitiert, sondern kann auch auf molekularer Ebene zur nanos-kaligen Zerstörung von DNA-Molekülen eingesetzt werden. 
 
Abb.3.5. Auswirkungen der Nanopartikel-vermittelten Manipulation auf DNA.  
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Abb. 3.6. Nanolokale Zerstörung von DNA durch die fs- Laserbelichtung eines einzelnen Metallnanopartikels.  3.3.2 Detektion des DNA-Anregungstransfers über die selektive  Zerstörung eines Polymers [JW3] Neben einer lokalen Zerstörung kann die fs-Laserbelichtung einzelner AgNPs einen Anregungstransfer entlang benachbarter DNA-Moleküle hervorrufen. Die-ser Anregungstransfer erreicht eine über bisher in DNA beobachteten Elektro-nentransfer von wenigen Nanometern77 deutlich darüber hinausgehende Dis-tanz von mehreren Mikrometern und führt zu mikrometerlangen Zerstörungen (bis zu 4 µm) mit einem Durchmesser von wenigen Nanometern im PMMA. Die Strukturen besitzen eine Tiefe von ca. 4 nm und folgen der ursprünglichen DNA-Lage (Abb. 3.7). Die Kontrollexperimente zur Belichtung unmarkierter DNA-Moleküle zeigten keine sichtbaren Auswirkungen. Auch die Belichtung von AgNPs, die sich nicht direkt auf den DNA-Molekülen befanden, sondern nur we-nige Nanometer (20 nm) von ihr entfernt waren, zeigten keine vergleichbaren Effekte an der DNA.  Damit können die im Abschnitt 3.1 hergestellten Nanolöcher auf viel komplexe-re Strukturen erweitert werden, dessen Ausmaße nicht auf die Geometrie des Partikels beschränkt sind. In diesem Zusammenhang wird eine neue Methode vorgestellt, DNA-Moleküle als Template für die parallele Herstellung von Nano-strukturen zu nutzen, welche auf der plasmonischen Anregung eines einzelnen AgNPs basiert. Insbesondere eine erfolgreiche Anwendung dieser Methode auf komplexere DNA-Strukturen, wie beispielsweise 2- oder 3-dimensionale DNA- Konstrukte (DNA-Origami)78-81, würde neue Wege in der optischen Nanolitho-
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graphie eröffnen. Somit könnten einfach und kostengünstig beliebige Strukturen parallel, mit Dimensionen weit unterhalb der Beugungsgrenze hergestellt wer-den. Dafür bedarf es eines besseren Verständnisses. 
 
Abb. 3.7. Nanostrukturierung von PMMA durch einen plasmonisch induzierten Anregungstransfer in DNA nach der fs-Laserbelichtung eines einzelnen AgNPs. Ausgehend vom AgNP folgen die Vertiefungen der ursprünglichen Position der DNA über Längen von bis zu 4 µm.  3.3.3 Detektion des DNA-Anregungstransfers mittels Fluoreszenz-experimenten [JW4] Ausgehend von der Elektronenemission aus der Partikeloberfläche soll geklärt werden, welcher Transferprozess entlang der DNA stattfindet und zur Zerstö-rung des PMMAs führt. Sowohl die Sensitivität des PMMAs gegenüber UV-Strahlung und Elektronen, als auch dessen detektierte Zerstörung entlang der DNA, lassen entweder einen optischen oder elektronischen Transferprozess vermuten. In diesem Zusammenhang wurden in der Publikation [JW4] weitere Untersuchungen durchgeführt, bei der die λ-DNA-Moleküle mit einem im UV-Bereich anregbaren Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green II®) markiert wurden. Anschließend wurden die DNA-Moleküle analog zur o.g. Methode gemeinsam mit AgNPs auf PMMA-beschichteten Glas-Chips immobilisiert, charakterisiert und mit fs-Laserpulsen belichtet. Hierbei lagert sich der verwendete Fluores-zenzfarbstoff auch an die AgNPs an, welches während der mikroskopischen Charakterisierung in einer intensiven Fluoreszenz der AgNPs resultierte. Wäh-rend der fs-Laserbelichtung der angelagerten AgNPs konnte keine Fluoreszenz entlang der DNA detektiert werden, welche auf einen optischen Transfer in Form von anregender UV-Strahlung hingewiesen hätte. Stattdessen konnte durch einen Vergleich der Fluoreszenzaufnahmen vor- und nach der Belichtung 
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eine starke Abnahme der Fluoreszenzintensität im Bereich des belichteten Ag-NPs über eine Distanz von insgesamt 3,5 µm entlang der DNA beobachtet wer-den. Eine anschließende AFM-Charakterisierung dieses Bereiches zeigte eine Zerstörung der DNA von nur 400 nm, weshalb die mikrometerweite Abnahme der Fluoreszenz auf einen elektronisch-induzierten Transfer durch die plasmo-nisch unterstützte Elektronenemission eines AgNPs zurückgeführt werden kann (Abb. 3.8). Als Ursache für das verminderte Fluoreszenzsignal wird ein Fluores-
zenz-Bleaching vermutet, welcher durch irreversible Schäden der Fluoreszenz-Moleküle infolge des plasmonisch-induzierten Anregungstransfers in DNA- Mo-lekülen verursacht wird.  
 
Abb. 3.8. Fluoreszenzabnahme entlang der DNA durch einen plas-monisch induzierten Anregungstransfer. (Links) Intensitätsprofil der fluoreszenzmarkierten DNA vor (blau) und nach (rot) der Be-lichtung. Die verstärkte Fluoreszenz am AgNP am Nullpunkt vor der Belichtung ist deutlich sichtbar. (Rechts) AFM-Aufnahme einer kurzreichweitigen Zerstörung der DNA.     Die Kontrollexperimente zur Belichtung von DNA-Molekülen als auch von Ag-NPs, welche weiter von der DNA entfernt sind, zeigten keine signifikante Verän-derung Fluoreszenz  der DNA, wodurch die notwendige unmittelbare Nähe bzw. der direkte Kontakt zur DNA für einen Transfer aus [JW3] bestätigt wird. Frühe-re Studien zur Untersuchung der DNA-Leitfähigkeit haben gezeigt, dass ein elektronischer Transport in einzelnen DNA-Molekülen nur über kurze Distan-zen von einigen Nanometern vorkommen kann77, und nur vereinzelt in DNA- Netzwerken und -bündeln längere Distanzen von mehreren hundert Nanome-
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tern erreicht werden konnten82. Demnach könnten die aus der Partikeloberflä-che austretenden Elektronen zur Anregung anderer Elektronen in der DNA füh-ren, deren Anregungsenergie möglicherweise in der DNA propagieren und zur verminderten Fluoreszenz der DNA durch Bleaching bzw. zur Zerstörung des PMMAs führen. Diese Hypothese des Anregungstransfers wurde in einem weiteren Experiment überprüft, bei der erneut durch einen Vergleich der Fluoreszenzaufnahmen vor und nach der fs-Laserbelichtung ein Anregungstransfer entlang der DNA de-monstriert werden konnte. Im Gegensatz zum vorherigen Experiment führte die fs-Laserbelichtung eines AgNP-Agglomerats (Donor) zur starken Abnahme der Fluoreszenzintensität des fluoreszenzmarkierten unbelichteten AgNPs (Akzep-tor), welcher über die DNA in einer Distanz von 5,7 µm mit dem Donor verbun-den war (Abb. 3.9a). Um auszuschließen, dass es sich um eine generelle Abnah-me der Fluoreszenzintensität handelt, wurden die Intensitätsänderungen meh-rerer einzelner unbelichteter AgNPs nahe der DNA miteinander verglichen. Hierbei wies der Akzeptor-AgNP im Vergleich zu den Kontrollpartikeln einen über 10-fach höheren Intensitätsverlust nach der Belichtung auf (Abb. 3.9b). Im Vergleich zu dem in [JW3] beobachteten mikrometerweiten Anregungstrans-fer blieb die DNA über den beobachteten Bereich größtenteils erhalten. Neben ihrer möglichen Verwendung als Template zur Herstellung von Nanostrukturen bestehen somit auch mögliche Anwendungen im Bereich der molekularen Elektronik, in der die DNA als Medium zum Transport von Informationen, z.B. von elektronischen Anregungen dient. Im Gegensatz zu früheren Arbeiten von 
Braun et al., bei denen λ-DNA-Moleküle zwischen zwei Elektroden elektrisch aufgespannt und anschließend metallisiert wurden, um einen molekularen elektrisch leitenden Draht herzustellen83,84, wird in der hier beschriebenen Me-thode der Transfer kontaktfrei über die Laserbelichtung eines Nanopartikels in-duziert und ohne eine Metallisierung der DNA erreicht. Somit ist sie nicht auf einen stabilen Kontakt zu äußeren Elektroden angewiesen. Aufgrund des Ein-sinkens des Donor-AgNPs in die PMMA-Schicht ist diese Methode bislang auf ei-ne einmalige Nutzung beschränkt, welche durch weitere theoretische und expe-rimentelle Studien vermieden werden könnte. 
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Abb. 3.9. Experimentelle Untersuchung des Anregungstransfers in DNA. (a) Durch einen induzierten Anregungstransfer kommt es zur starken Abnahme der Fluoreszenzintensität des fluoreszenz-markierten Akzeptor-AgNPs. (b) Verglichen mit unbelichteten AgNPs (Kontrollen: Nr.1-3,5) zeigt der Akzeptor-AgNPs (Nr.4) eine klare Fluoreszenzabnahme.  3.3.4 Polarisationsabhängigkeit des DNA-Anregungstransfers [JW5] Für eine zukünftige Anwendung ist neben der vollständigen Aufklärung eine dauerhafte Stabilität der verwendeten Nanopartikel nötig, welche mit den bis-her verwendeten AgNPs nicht gegeben ist. Insbesondere die unter Umgebungs-bedingungen zu beobachtende Oxidation der AgNPs kann zur stetigen Verände-rung ihrer Resonanzwellenlänge führen, welche die optimale Belichtung dieser Partikel erschwert85,86. Im Vergleich dazu besitzen AuNPs neben ihrer Biokom-patibilität den Vorteil, chemisch stabil zu sein. Aus diesem Grund wurden in [JW5] weitere Experimente mit AuNPs durchgeführt. Hierbei sollte insbesonde-re geklärt werden, ob die plasmonische Anregung von AuNPs mittels fs- Laser-
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pulsen ebenfalls einen Anregungstransfer in benachbarten DNA-Molekülen her-vorrufen kann. Ähnlich zu den vorhergehenden Experimenten erfolgte die plasmonische Anregung der AuNPs mittels fs-Laserpulsen bei einer Wellenlänge von 1030 nm. Es konnte sowohl eine lokale Zerstörung als auch eine Fragmen-tierung der DNA im Bereich von belichteten AuNP-Agglomeraten (Di- und Tri-mere) über eine Distanz von 1 µm beobachtet werden. Die Fragmentierung ent-lang der DNA findet hierbei nur bei einer parallelen Ausrichtung des E-Feldes zur den gestreckten DNA-Molekülen statt und ähnelt der in [JW3] induzierten Nanostruktur, welche sich durch Unterbrechungen entlang der DNA auszeichnet und auf einen Anregungstransfer hinweist. Jedoch im Vergleich zu [JW3] kommt es hierbei zu keiner Zerstörung des PMMAs unterhalb der DNA, was möglicher-weise auf einen stärker lokalisierten Transfer zurückgeführt werden kann. Die Kontrollexperimente zur Belichtung von unmarkierten DNA-Molekülen, sowie auch mit AuNPs-markierter DNA mit einem Polarisationswinkel von 45° zur DNA, zeigten keine vergleichbaren Auswirkungen (Abb. 3.10).  
 
Abb. 3.10. Polarisationsabhängige fs-Laserbelichtung von AuNP-Multimeren an DNA-Molekülen. Nur eine parallele Ausrichtung des E-Feldes zur DNA führt zu lokalen Zerstörungen entlang der DNA.  Somit weisen diese Ergebnisse auf eine Abhängigkeit des Anregungstransfers von der Richtung des elektromagnetischen Feldes des Lasers hin. Ähnlich zu den in Abschnitt 3.2 belichteten AuNP-Dimeren könnte damit auch der Anre-gungstransfer in der DNA selektiv induziert werden.  
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Obwohl die vollständige Aufklärung des Mechanismus dieses entdeckten Anre-gungstransfers noch eine Anforderung für zukünftige Arbeiten bleibt, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass sich auch die stabileren AuNPs für einen plasmo-nisch induzierten Anregungstransfer eignen und somit in zukünftige DNA-basierte elektrische Chips implementiert werden könnten.  
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4 Zusammenfassung und Ausblick / Summary and Outlook 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Wechselwirkungsmechanismen von Licht mit Metallnanopartikeln vorgestellt und ihre Auswirkungen auf einer Po-lymer-Oberfläche und an benachbarten DNA-Molekülen untersucht. Beginnend bei der selektiven Einstellung der optischen Eigenschaften metallischer Nano-partikel, über ihre leistungsabhängige optimierte fs-Laserbelichtung für die lo-kale Manipulation, zeigt sie schließlich die Auswirkungen der Nanopartikel-vermittelten Manipulation auf molekularer Ebene anhand von DNA-Molekülen mit der Demonstration eines molekularen weitreichenden Anregungstransfers.  Im ersten Teil wurden die optischen Eigenschaften einzelner Goldnanopartikel auf einer dielektrischen/metallischen Interferenzschicht untersucht. Mittels spektroskopischer Messungen und theoretischer Berechnungen wurde gezeigt, wie das Streuverhalten einzelner Goldnanopartikel und Goldnanopartikel-Dimere selektiv durch die Veränderung der optischen Weglänge des Lichtes in der Interferenzschicht modifiziert werden kann. Im Vergleich zu ähnlichen Me-thoden, bei denen gesamte Partikelarrays untersucht wurden, konnten in dieser Arbeit die Auswirkungen an Einzelpartikeln charakterisiert werden. Diese Un-tersuchungen könnten somit als Grundlage für die Herstellung eines neuen sen-sorischen Verfahrens dienen, bei der die optische Detektion der Veränderung des Streuverhaltens einzelner Nanopartikeln über Brechungsindexänderungen im Fernfeld stattfinden.  Im zweiten Teil konnte unter Nutzung des Nanoantennen-Effektes erfolgreich demonstriert werden, dass eine plasmonische Anregung von Metallnanoparti-keln mit intensiven fs-Laserpulsen zur Emission von Elektronen und zur lokalen Zerstörung ihrer Umgebung führt. Diese hängt von der Intensität der Laserpulse ab. Für einzelne Gold- und Silbernanopartikel konnte jeweils ein optimaler In-tensitätsbereich über die Zerstörung eines elektronensensitiven Polymers expe-rimentell ermittelt werden. Eine Anwendung auf anisotrope Goldnanopartikel-Dimere ermöglicht die selektive Manipulation ausgewählter Strukturen über die Einstellung des Polarisationswinkels der Laserstrahlung.   
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Darauf aufbauend erfolgte im dritten Teil die Erweiterung auf DNA-Moleküle, um die Auswirkungen der emittierten Elektronen während der plasmonischen Anregung metallischer Nanopartikel auf Biomoleküle zu untersuchen. Neben ei-ner lokalen Zerstörung im Bereich des Nanopartikels wurde durch einen Anre-gungstransfer eine selektive Zerstörung des Polymers entlang des darüber lie-genden Biomoleküls hervorgerufen. Damit können DNA-Moleküle als Template verwendet werden, um auch komplexe Nanostrukturen zu erzeugen. Durch wei-tere Studien sowie Optimierung könnte dieses Verfahren in Zukunft auch auf DNA-Superstrukturen (DNA-Origami) angewendet werden. Des Weiteren konn-te auch ein zerstörungsfreier Anregungstransfer über eine Abnahme der Fluo-reszenzintensität entlang der DNA bzw. an einem Akzeptor-Partikel demons-triert werden, bei der die DNA nicht über ihre gesamte Länge sichtbar beschä-digt wurde. Somit könnte mit diesem Verfahren DNA in Zukunft auch zur Wei-terleitung von Informationen dienen, welches insbesondere für die Miniaturi-sierung und Weiterentwicklung von derzeitigen Halbleiter-Chips einen von großem Vorteil wäre.     Die Übertragung der Untersuchungen auf stabilere biokompatible Goldnanopar-tikel-Multimere zeigte einen Anregungstransfer ausschließlich bei einer paralle-len Orientierung des E-Feldes zur DNA. Neben dem Vorteil der chemischen Sta-bilität von Goldnanopartikeln gegenüber Silber könnten die Transferprozesse ähnlich zur o.g. Nanostrukturierung mit Dimeren selektiv über den Polarisati-onswinkel induziert werden.  Da photoinduzierte Elektronentransferprozesse auch in der Lage sind DNA-Schäden hervorzurufen bzw. zu reparieren, sind diese Ergebnisse hinsichtlich ihrer Anwendung nicht nur auf die Herstellung von Nanostrukturen und Bio-chips beschränkt, sondern könnten auch im Bereich der Krebsforschung als na-noskaliges optisches Werkzeug von Nutzen sein. Somit stellt die vollständige Aufklärung und weitere Optimierung dieses plasmonisch induzierten Anre-gungstransfers bis zur Anwendungsreife ein vielversprechendes Ziel für die Grundlagenforschung wie auch die Technologieentwicklung dar.   
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In the presented work the interaction of light with metal nanoparticles and their effects on a polymer layer and DNA molecules were investigated. Starting with the selective tuning of the particle properties, over the intensity-dependent and optimized fs-laser irradiation for the local manipulation, the work shows in the last part the effects of the nanoparticle mediated manipulation at the molecular scale using DNA molecules with the demonstration of a long-range excitation transfer.  In the first part the optical properties of single gold nanoparticles above a die-lectric/metallic interference layer were investigated. In dependence on the in-terference path, the scattering spectra and distribution of single gold nanoparti-cles and dimers could be selectively modulated, which was experimentally and theoretical characterized by spectroscopic measurements, optical imaging and calculations, respectively. Compared to similar methods, where the optical properties were studied for whole particle ensembles, this work characterized the effects on the single particle level. These investigated principles could con-tribute to a novel sensing method for the optical detection of changes in the scattering behaviour by refractive index changes in the far-field at the single nanoparticles level. The second part demonstrated the successful use of the nano-antenna effect, where the emission of electrons from the nanoparticles is initiated by the plas-monic excitation with fs laser pulses, leading to the local destruction of the par-ticle surrounding. These destructions depend strongly on the laser pulse inten-sities. The optimal intensity range was investigated experimentally for single gold- and silver nanoparticles by the local destruction of an electron sensitive polymer. The application to anisotropic gold nanoparticle dimers allows a selec-tive manipulation by tuning the polarization angle of the laser light. Based on these results, this method was extended to DNA molecules to investi-gate the effects of the emitted electrons on biomolecules during the plasmonic excitation of metal nanoparticles. In addition to the local destruction at the par-ticle position, an excitation transfer along the DNA is observed leading to the se-lective destruction of the polymer following the original position of the biomol-ecule. These results show the possibility for the usage of DNA molecules as tem-plate to produce complex nanostructures. By further optimization this proce-dure could be applied to DNA superstructures (DNA origami).  
30  
 
Furthermore the excitation transfer was demonstrated non-destructively by the bleaching of the DNA and of an attached acceptor particle, respectively. There-fore, the DNA was apparently not destroyed over its whole length but only at the position of the excited particle. Thus, DNA may also play a role in prospec-tive technologies for transferring information, which would have great ad-vantages for the miniaturization and further development of today´s semicon-ducting devices. The experimental investigations with stable biocompatible gold nanoparticle multimers revealed an excitation transfer exclusively at a parallel orientation of the E-field to the DNA. In addition to the chemical stability of gold nanoparticles compared to silver, the transfer process could be induced selectively by tuning the polarization angle, like in the case of the above-named nanostructuring with dimers.  Due to the fact that electron transfer processes can induce and repair DNA dam-ages, the application of these results is not limited to the production of nanostructures and biochips; they could also be useful in the field of cancer re-search as a nanoscale tool. Therefore, the complete explanation and further op-timization of the observed plasmonically induced excitation transfer up to its commercial stage represents a promising aim for further research and in the development of new technologies. 
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AFM Rasterkraftmikroskop Ag Silber Au Gold AgNP Silber-Nanopartikel AuNP Gold-Nanopartikel CCD charge-coupled device DFM Dunkelfeldmikroskop DNA Desoxyribonukleinsäure E-Feld elektrisches Feld Laser Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation LSPR lokalisierte Oberflächenplasmonenresonanz PMMA Polymethylmethacrylat 
λ-DNA Lambda Deoxyribonucleic acid   
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A  
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𝐶𝑠𝑐𝑎  
𝜀   
F  
f  
𝑘  
P  
𝑉  
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𝜔  
Δd  
λ  
Fläche Absorptionsquerschnitt Streuquerschnitt dielektrische Konstante  Fluenz Repetitionsrate Wellenzahl Leistung Volumen Pulslänge Kreisfrequenz Schichtdicke, Abstand Wellenlänge 
 cm eV fs MHz mJ nm ns pM ps ° °C µm  
Zentimeter Elektronenvolt Femtosekunden Megahertz Millijoule Nanometer Nanosekunden Pikomolar Pikosekunden Grad Grad Celsius Mikrometer 
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